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【研究目的】 
生物にとって必須元素であるリンは不揮発性であり、海洋のリンが陸上へ回帰する経路は限られて
いる。主要な一次生産者である海洋性珪藻類は、海洋中のリンを取り込み、反重力方向へのリン循
環の起点として重要な役割を担うと考えられる。しかし、海洋性珪藻類におけるリンの獲得機構は
明らかになっていない。また、藻類のブルームが起こるような環境では、急激な pH 上昇が伴う
ことから、式①が右にシフトし、細胞に取り込まれにくい PO43- の存在比率が増し、積極的なリ
ン酸取り込みの重要性が増すと考えられる。本研究では、海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum 
のリン酸獲得機構を解明することを目的としている。H3PO4 ⇆ H2PO4- + H + ⇆ HPO42- + 2H + 
⇆ PO43- + 3H+ …式① 
 
【実験方法】 
野生型 P. tricornutum のリン酸輸送機構を生理学的に解析するため、野生型細胞をリン酸飢 
餓環境で 7 日間培養し、リン酸取り込み活性の測定を行った。リン酸を含まない培地で洗浄した
細胞懸濁液に、100 μM となるよう Na2HPO4 を添加し、培地中に残存する遊離リン酸濃度を
マラカイトグリーン法で定量した。また、リン酸に対する親和性の解析及び野生型細胞がリン酸輸
送に用いるカウンターイオンの同定を行った。さらに、リン酸獲得因子の一つである細胞外アルカ
リホスファターゼの活性の測定を行った。次に、P. tricornutum のリン酸輸送体候補遺伝子の探
索を行い、リン酸飢餓環境で 5 日間培養した野生型細胞におけるそれぞれのリン酸輸送体候補遺
伝子の発現量の解析を行った。また、リン酸輸送体候補遺伝子 ptSLC34-2 及び ptSLC34-5 の 
cDNA 直下に enhanced green fluorescence proteingene (egfp) を連結させた遺伝子をそれぞれ
野生型細胞に導入し、得られた形質転換株における PtSLC34-2:GFP 及び PtSLC34-5:GFP の局
在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した。さらに、それぞれの形質転換株のリン酸取り込み活性
を測定した。 
【実験結果と考察】 
高リン酸環境からリン酸飢餓環境に移し、7 日間培養した野生型細胞の経時的なリン酸取り込み活
性の変化を確認した。その結果、リン酸飢餓順化 1 日目から取り込み活性が急激に上昇し、5 日
目には約 10 倍に達し、頭打ちになることがわかった。また、リン酸飢餓順化 5 日目の細胞を用
いて、リン酸に対する親和性解析及びカウンターイオンの同定を行った。リン酸飢餓環境に順化し
た細胞は、リン酸に対する親和性が上昇することがわかった。また、Na+ を含まないバッファー
で取り込み活性の測定を行ったところ、リン酸飢餓環境に順化した細胞のリン酸取り込み活性は抑
制された。一方、NaCl を加えると取り込み活性が回復したことから、Na+ が野生型細胞のリン
酸取り込みのカウンターイオンであることが確認できた。また、細胞外ホスファターゼの活性測定
を行った。リン酸飢餓順化 3 日目から細胞外ホスファターゼ活性が上昇することがわかった。細胞
外ホスファターゼ活性は、高 pH 特異的であることから、アルカリホスファターゼであることが
確認できた。さらに、探索した 10 の輸送体候補遺伝子に対して定量的 PCR を行った結果、4 遺
伝子がリン酸飢餓環境誘導型であることがわかった。中でも、ptSLC34-5 は特に高い発現量を示
し、高  pH 環境でさらに高い発現が誘導されることがわかった。次に、  ptSLC34-2 及び 
ptSLC34-5 と egfp の連結コンストラクトをそれぞれ野生型細胞に導入して得た GFP 発現株で、
PtSLC34-2:GFP 及び PtSLC34-5:GFP の細胞膜局在を確認した。これらの形質転換株を用いて
リン酸取り込み活性の測定を行ったが、野生型細胞と比較して高いリン酸取り込み活性は見られな
かった。これは、強発現させたリン酸輸送体が安定していないことが原因ではないかと考えられる。
【研究目的】海水は光合成基質である CO2 よりも HCO3- が豊富に存在する環境である。それに
も関わず、海洋性珪藻類は効率良く光合成を行い、地球全体の CO2 固定の約 20 %を担っている
生物として近年注目されている。様々な生理学的研究の結果、CO2 だけでなく HCO3- も積極的
に取り込み、光合成基質として利用している事がこれまでに示されているが、この分子機構の多く
はまだ未解明である。我々の先行研究から、海洋性珪藻 P. tricornutm のゲノム上に 10 の無機
炭素輸送体候補遺伝子が確認された。これらは哺乳類の solute carrier protein (SLC) に類似し、
このうちの 3 遺伝子 (ptSLC4-1, ptSLC4-2,ptSLC4-4) が、大気レベル CO2（Low CO2）濃度環
境下で顕著に転写誘導され 1％CO2（High CO2）濃度環境下で抑制されていた。この中の 
PtSLC4-2 は細胞膜に局在し、Na+ 依存的に HCO3- を輸送している事が明らかになった。一方、
PtSLC4-1 及び PtSLC4-4 の機能同定はされていない。本研究では、HCO3-輸送体と考えられて
いる PtSLC4-4 の機能を詳細に解析する事を目的とする。 
 
【実験方法】先行研究によって作製された ptSLC4-4 の cDNA の直下に  enhanced green 
fluorescence protein 遺伝子（egfp） を連結させ、定常的プロモーターである fucoxanthin 
chlorophyll a/c binding protein 遺伝子 promoter (PfcpA) で駆動するように設計したコンストラ
クトを、分子銃を用いて野生型 P. tricornutum に導入した。100 μg mL-1 Zeocin を含む人工海
水寒天培地上で一次選抜を行い、GFP 蛍光の有無による二次選抜を行った。得られた SLC4-4G 
株 (TptSLC4-4::egfp）に関して、共焦点レーザー顕微鏡を用いた GFP の局在解析、High CO2 及
び Low CO2 環境生育時における酸素電極を用いた光合成パラメータの測定及び溶存無機炭素
（dissolved inorganic carbon : DIC）の取り込み活性測定、陰イオン輸送体の阻害剤である 
4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic Acid (DIDS) を添加する事による光合成パラメータ及
び DIC の取り込み活性に与える影響を調べた。そして無機炭素の形態を 3 種類の pH によって
変化させた環境で DIC 取り込み活性を測定する事によって輸送基質の同定を行った。次に、
PtSLC4-4 のエフェクター分子を同定する為に、測定培地中から Na+ を除き、DIC の取り込み
活性を測定した。最後に、海洋性珪藻 P.tricornutum における細胞膜型輸送体の環境因子による
使い分けのメカニズムを解明する為に、High CO2 から Low CO2 または ＜0.002％CO2（Very 
Low CO2）に順化させた時の発現量解析を定量的 RT-PCR (qRT-PCR)を用いて行った。 
 
【実験結果と考察】PtSLC4-4:GFP 融合タンパク質の局在確認の結果、PtSLC4-4 は細胞膜に局
在した。SLC4-4G 株は High CO2 細胞において、HCO3- に対する親和性、および DIC の取り
込み活性が野生型と比較してそれぞれ約 1.9 倍、約 6.2 倍上昇した。また陰イオン輸送体の阻害
剤である 4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid (DIDS) を添加する事により濃度依存的
に HCO3- に対する親和性が減少し、2.5ｍM DIDS で阻害効果が飽和した。High CO2 生育
SLC4-4G 株では DIDS 阻害により親和性は High CO2 生育野生型と同程度まで低下し、DIC の
取り込み活性は約 3.6 倍減少した。測定培地の pH 8.2 の時に High CO2 生育の SLC4-4G 株と
野生型の DIC 取り込み活性に最も大きな差があった。次に、PtSLC4-4 のエフェクター分子同定
実験の結果、測定培地中から Na+ を除いた時、DIC の取り込み活性はほぼ無くなり、再び Na+ を
添加する事で、その活性は回復した。しかし、イオン選択にはある程度の寛容性がある事が示唆さ
れた。これらの結果、PtSLC4-4 が Na+ 依存性 HCO3- 輸送体である事を示した。最後に、CO2 
濃度を変化させた時の輸送体の発現量解析の結果、3 つの SLC4 間で大きな変化 
が見られなかった。 
